急性髓系白血病（AML）是一组高度异质性疾病，现已发现约95%的AML患者具有一种以上基因突变，某些基因突变为患者个体化治疗及靶向治疗提供基础，并且对AML的预后判断具有重要参考价值[@b1]。DNA甲基化修饰是参与基因表达调控和染色质结构重塑过程重要的表观遗传学机制，构成AML发病的第Ⅲ类致病基因。DNA甲基转移酶3A（DNA methyltransferase 3A, DNMT3A）是一种与表观遗传修饰相关的重要蛋白酶，和DNMT3B共同承担DNA从头甲基化的修饰工作。目前对DNMT3A突变的预后意义仍存在一定争议，大部分研究者认为DNMT3A突变与AML患者的不良预后相关[@b2]--[@b3]，但也有研究提示DNMT3A突变的不良预后价值可能仅限于特定类型AML患者群体中[@b4]--[@b7]，仅少数研究报道DNMT3A突变在整体及特定亚组AML患者中均不能作为独立预后标志[@b8]--[@b9]。现回顾性分析我中心初治正常核型（normal karyotype, NK）AML患者的临床资料，以探究DNMT3A突变及其伴随突变在NK-AML患者中的预后价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：本研究纳入2015年12月至2017年10月吉林大学第一医院收治的初治NK-AML患者156例。所有患者均经形态学、免疫表型、细胞遗传学、分子学检测，诊断符合文献[@b10]标准。本研究得到吉林大学第一医院伦理委员会批准，并征得患者知情同意。

2．初治NK-AML患者基因突变检测：使用二代基因测序技术检测与血液系统肿瘤发病相关的112个基因突变，具体操作过程及所检测基因类型参照文献[@b11]。

3．治疗：采用标准的"3+7"方案（柔红霉素/去甲氧柔红霉素+阿糖胞苷）或CAG（阿克拉霉素+阿糖胞苷+G-CSF）方案（部分老年患者）进行诱导治疗。缓解后治疗：①大剂量阿糖胞苷2.0\~3.0 g/m^2^（老年患者：1.5\~2.0 g/m^2^），每12 h 1次，第1、3、5天，巩固治疗3\~4个疗程；②中大剂量阿糖胞苷1\~2个疗程后行异基因造血干细胞移植。治疗间歇期骨髓抑制期、恢复期行骨髓穿刺评价疗效。疗效评价参照第3版《血液病诊断及疗效标准》[@b12]。

4．随访：采用查阅病历或电话的方式进行随访。随访截止时间为2018年3月。总生存（OS）时间定义为首次诱导治疗至末次随访、患者死亡或失访的时间；无复发生存（RFS）时间定义为获得完全缓解至末次随访、患者死亡或失访的时间。

5．统计学处理：采用SPSS 18.0软件处理数据。计数资料组间比较采用卡方检验。计量资料采用Kolmogorov-Smirnov检验正态性，符合正态分布或近似正态分布者采用*t*检验或方差分析，否则采用非参数检验。Kaplan-Meier法绘制生存曲线，组间比较采用Log-rank检验。将单因素分析中*P*\<0.05的因素纳入Cox回归模型进行多因素分析。*P*\<0.05为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者一般资料：本组156例初治NK-AML患者中，男80例，女76例，中位年龄49.5（6\~77）岁。

2．DNMT3A基因突变发生率和类型：156例NK-AML患者中，52例（33.3%）具有DNMT3A突变，其中R882位点突变40例（76.9%），非R882突变位点12例（23.1%）。

3．DNMT3A基因突变患者临床特征分析：患者临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。DNMT3A突变患者与DNMT3A野生型患者相比，初诊时年龄大、外周血白细胞计数高、骨髓原始细胞比例高、常伴有NPM1突变和FLT3-ITD突变，差异均有统计学意义（均*P*\<0.05），而与CEBPA双突变有互斥趋势（*P*=0.055）。

###### DNMT3A突变型与野生型患者临床特征分析

  特征                   DNMT3A突变型（52例）    DNMT3A野生型（104例）      统计量       *P*值
  --------------------- ----------------------- ----------------------- -------------- ---------
  年龄［例（%）］                                                        *χ*^2^=10.87    0.001
   \<60岁                     31（59.6）              87（83.7）                       
   ≥60岁                      21（40.4）              17（16.3）                       
  性别［例（%）］                                                        *χ*^2^=0.83     0.362
   男                         26（50.0）              60（57.7）                       
   女                         26（50.0）              44（42.3）                       
  WBC（×10^9^/L）        60.72（0.59～230.00）   20.18（0.24～456.20）     *z*=2.60      0.009
  HGB（g/L）                 85.52 ± 24.06           78.87 ± 26.19         *t*=1.53      0.127
  PLT（×10^9^/L）           59（5～1 723）          38（6～1 177）         *z*=1.49      0.135
  骨髓原始细胞                0.733±0.182             0.628±0.217          *t*=2.99      0.003
  FAB分型［例（%）］                                                                     0.067
   M~0~                         0（0）                 1（1.0）                        
   M~1~                        1（1.9）                4（3.8）                        
   M~2~                       16（30.8）              40（38.5）                       
   M~4~                       16（30.8）              37（35.6）                       
   M~5~                       18（34.6）              20（19.2）                       
   M~6~                         0（0）                 2（1.9）                        
   未分类型                    1（1.9）                 0（0）                         
  NPM1［例（%）］                                                        *χ*^2^=21.11   \<0.001
   突变型                     26（50.0）              16（15.4）                       
   野生型                     26（50.0）              88（84.6）                       
  FLT3-ITD［例（%）］                                                    *χ*^2^=5.71     0.017
   突变型                     21（40.4）              23（22.1）                       
   野生型                     31（59.6）              81（77.9）                       
  CEBPA［例（%）］                                                       *χ*^2^=3.70     0.055
   双突变型                    4（7.7）               19（18.3）                       
   野生型                     47（90.4）              76（73.1）                       

4．DNMT3A基因突变患者近期疗效：128例患者接受诱导化疗，其中DA方案24例（18.8%），IA方案71例（55.5%），其他方案33例（25.8%）。治疗后可评价病例114例，经过1\~2个疗程诱导治疗，82例（71.92%）患者获得完全缓解（CR）。其中36例DNMT3A突变者29例（80.6%）获CR，78例野生型患者中53例（68.0%）获CR，DNMT3A突变（DNMT3A^mut^）组与DNMT3A野生型（DNMT3A^wt^）组CR率差异无统计学意义（*χ*^2^=1.939，*P*=0.164）。

5．远期疗效及其影响因素：在82例获得CR患者中，8例接受异基因造血干细胞移植（allo-HSCT），其中1例为DNMT3A R882突变复发患者，7例为DNMT3A野生型患者。DNMT3A^mut^组与DNMT3A^wt^组移植患者比例差异无统计学意义（*χ*^2^=2.028，*P*=0.154）。中位随访时间13（2\~27）个月。DNMT3A^mut^组2年OS率及RFS率（65.50%对79.20%，*χ*^2^=5.100，*P*=0.024；48.30%对66.00%，*χ*^2^=6.585, *P*=0.010）均明显低于DNMT3A^wt^组。其中R882-DNMT3A^mut^组2年OS率及RFS率与non-R882-DNMT3A^mut^组差异无统计学意义（71.40%对50.00%，*χ*^2^=1.528，*P*=0.216；52.40%对37.50%，*χ*^2^=0.221，*P*=0.638）。

对DNMT3A突变伴随突变分析结果表明：DNMT3A^mut^/NPM1^mut^组2年OS率有高于DNMT3A^mut^/NPM1^wt^组趋势（77.80%对45.50%，*χ*^2^=0.273，*P*=0.098），与DNMT3A^wt^/NPM1^mut^组差异无统计学意义（77.80%对80.00%，*χ*^2^=0.102，*P*=0.750）。DNMT3A^mut^/NPM1^mut^组2年RFS率明显高于DNMT3A^mut^/NPM1^wt^组（61.10%对27.30%，*χ*^2^=4.222，*P*=0.040），与DNMT3A^wt^/NPM1^mut^组差异无统计学意义（61.10%对70.00%，χ^2^=0.788，*P*=0.375）（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}、[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^组与DNMT3A^wt^/FLT3-ITD^mut^组及DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^wt^组2年OS率差异无统计学意义（66.70%对70.00%，*χ*^2^=0.684，*P*=0.408；66.70%对64.70%，*χ*^2^=1.138，*P*=0.286）。DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^组2年RFS率有低于DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^wt^组趋势（41.70%对52.90%，*χ*^2^=2.759，*P*=0.097），与DNMT3A^wt^/FLT3-ITD^mut^组差异无统计学意义（41.70%对60.00%，*χ*^2^=2.119，*P*=0.145）（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}、[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。

![正常核型DNMT3A^mut^/NPM1^wt^组、DNMT3A^mut^/NPM1^mut^组、DNMT3A^wt^/NMP1^mut^组及DNMT3A^wt^/NPM1^wt^组患者总生存（A）及无复发生存（B）比较](cjh-40-03-227-g001){#figure1}

![正常核型DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^wt^组、DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^组、DNMT3A^wt^/FLT3-ITD^mut^组及DNMT3A^wt^/FLT3-ITD^wt^组患者总生存（A）及无复发生存（B）比较](cjh-40-03-227-g002){#figure2}

根据DNMT3A、FLT3-ITD、NPM1等基因的突变情况将患者分为DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^、DNMT3A^wt^、DNMT3A-others^mut^（DNMT3A突变合并FLT3-ITD突变或NPM1突变或其他突变）三组，DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^组2年OS率明显低于DNMT3A^wt^组（66.70%对79.20%，*χ*^2^=5.278，*P*=0.022），与DNMT3A-others^mut^组差异无统计学意义（66.70%对65.00%，*χ*^2^=0.704，*P*=0.390）。DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^组2年RFS率明显低于DNMT3A^wt^组（44.40%对66.00%，*χ*^2^=7.969，*P*=0.005），而与DNMT3A-others^mut^组比较差异无统计学意义（44.40%对50.00%，*χ*^2^=0.745，*P*=0.388）。在年龄\<60岁NK-AML患者中，DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^组2年OS率及RFS率明显低于DNMT3A^wt^组（62.5%对84.0%，*χ*^2^=8.293，*P*=0.004；37.5%对70.0%，*χ*^2^=13.009，*P*\<0.001），而与DNMT3A-others^mut^组差异无统计学意义（62.50%对73.30%，*χ*^2^=1.173，*P*=0.279；37.50%对53.50%，*χ*^2^=1.286，*P*=0.257）（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}、[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）。年龄≥ 60 NK-AML患者，DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^、DNMT3A-others^mut^组及DNMT3A^wt^组2年OS率及RFS率差异均无统计学意义（*χ*^2^=1.699，*P*=0.428；*χ*^2^=1.820，*P*=0.402）。

![年龄\<60岁正常核型DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^组、DNMT3A-others^mut^组及DNMT3A^wt^组总生存（A）及无复发生存（B）比较](cjh-40-03-227-g003){#figure3}

将对OS与RFS有影响的预后单因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）纳入Cox多因素分析，结果显示：年龄是影响NK-AML患者OS的独立预后因素（*HR*=3.411，95%*CI* 1.162\~10.102，*P*=0.030）；DNMT3A突变是影响NK-AML患者RFS的独立预后因素（*HR*=3.753，95%*CI* 1.216\~11.588，*P*=0.020）。

###### 影响正常核型急性髓系白血病患者预后的单因素分析

  相关因素                              总生存           无复发生存（月）                           
  ---------------------------- ------------------------ ------------------ ------------------------ -------
  年龄（\<60岁/≥60岁）          4.097（1.559～10.766）        0.004          2.47（1.002～6.087）    0.049
  性别（男/女）                 0.442（0.171～1.141）         0.092         0.485（0.235～1.002）    0.051
  WBC（×10^9^/L）               1.001（0.991～1.010）         0.899         0.999（0.991～1.007）    0.729
  骨髓原始细胞                  0.651（0.770～5.523）         0.694         0.612（0.117～3.199）    0.561
  DNMT3A                                                                                            
   突变型/野生型                2.605（1.093～6.209）         0.031         2.397（1.190～4.831）    0.014
   R882/野生型                  1.922（0.733～5.412）         0.177         2.174（0.994～4.754）    0.052
   非R882/野生型                5.318（1.592～17.765）        0.007         3.068（1.108～8.491）    0.031
  NPM1（突变型/野生型）         1.219（0.472～3.147）         0.682         1.215（0.578～2.555）    0.607
  FLT3-ITD（突变型/野生型）     2.085（0.833～5.220）         0.177         2.027（0.977～4.205）    0.058
  DNMT3A/FLT3-ITD/NPM1                                                                              
   三突变型/野生型              4.514（1.178～17.292）        0.028         3.703（1.326～10.342）   0.012
   DNMT3A-others^mut^/野生型    2.243（0.865～5.815）         0.097         2.062（0.943～4.509）    0.070

注：DNMT3A-others^mut^：DNMT3A突变合并FLT3-ITD突变或NPM1突变或其他突变

讨论 {#s3}
====

基因突变对AML的诊断、治疗方案选择及预后判断均具有十分重要的指导意义，根据某些基因突变可将AML患者分为不同的疾病实体亚组，如NPM1突变与CEBPA双突变[@b1]--[@b2]。DNMT3A突变是AML中的一种常见的重现性分子学异常。2017年中国AML指南将DNMT3A作为一个预后不良标志用于非核结合因子白血病的预后分层[@b10]。

本研究DNMT3A突变发生率为33.3%，与国内外报道相符（14%\~34%）[@b2],[@b5],[@b13]--[@b14]。DNMT3A突变患者均存在2个及以上突变，DNMT3A突变与FLT3-ITD突变及NPM1突变共发生率高，这与白血病"二次打击"学说相符[@b6]--[@b7]。FLT3-ITD突变主要影响细胞信号传导途径，NPM1突变主要影响转录因子与协同因子，而DNMT3A突变主要影响表观遗传学改变，此三者突变共发生可能提示在AML发病机制中不同类别突变之间存在一定的内在关联[@b6]--[@b7],[@b14]。

本研究65.4%的DNMT3A突变患者为M~4~/M~5~，提示DNA甲基化修饰改变可能与单核细胞分化密切相关。DNMT3A突变患者与DNMT3A野生型患者相比，年龄较大，白细胞计数、骨髓原始细胞数较高，与国外研究报道一致[@b3]--[@b8]。在NK-AML患者中，DNMT3A突变患者有更低的OS率和RFS率，与国内外报道一致[@b4]--[@b5],[@b15]。有研究认为由于R882位点对DNMT3A的抑制作用更强，此位点突变预后更差[@b4],[@b14]。但Marcucci等[@b5]以年龄分层，认为年轻患者（\<60岁）R882-DNMT3A^mut^组OS率和RFS率高于non-R882-DNMT3A^mut^组，而老年患者（≥60岁）R882-DNMT3A^mut^组预后更差。本研究中R882位点突变患者OS率及RFS率与non-R882位点突变患者差异无统计学意义，其预后仍有待于进一步研究。

DNMT3A突变伴随突变分析结果表明：DNMT3A^mut^/NPM1^mut^组2年RFS率明显高于DNMT3A^mut^/NPM1^wt^组，与Shen等[@b13]报道相符。提示NPM1突变可削弱DNMT3A突变不良预后作用。DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^组2年RFS率有低于DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^wt^组趋势，与Ardestani等[@b16]报道相符。有研究报道由于DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^组患者在mRNA、miRNA和表观遗传水平上的独特性，应该被认为是一个独立的预后亚型[@b6]--[@b7]。本研究中DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^组OS率及RFS率明显低于DNMT3A^wt^组，在年龄\<60岁NK-AML患者，DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^组2年OS率及RFS率明显低于DNMT3A^wt^组，与Tan等[@b7]报道相符。提示当NPM1突变与DNMT3A突变及FLT3-ITD突变共存时，NPM1突变对预后的有利作用被抵消。

Jongen-Lavrencic等[@b17]报道DNMT3A突变的造血干细胞在诱导治疗后比正常的造血干细胞具有选择性克隆优势，大部分AML患者使用标准剂量的诱导治疗获得CR后仍能检测出DNMT3A突变，CR后DNMT3A突变的持续存在不能预示疾病复发风险增高。因此，DNMT3A突变并不能作为成人AML微小残留病监测指标[@b17]。Xu等[@b14]报道在成人AML患者中，DNMT3A突变患者接受allo-HSCT比接受化疗巩固治疗患者的OS及RFS明显延长，说明allo-HSCT可能逆转DNMT3A突变的不良预后。因本研究中行allo-HSCT病例数较少，未进一步分析。

综上，本研究结果提示本地区NK-AML患者DNMT3A突变主要类型为R882位点突变，突变患者形态学上多表现为M~4~/M~5~，初诊时年龄、外周血白细胞计数更高。DNMT3A突变提示预后不良，R882位点与非R882位点突变预后价值有待于进一步研究。DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^亚型和DNMT3A^mut^/FLT3-ITD^mut^/NPM1^mut^亚型患者临床预后差。
